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論文内容要旨
背景
 生物を物理的に構成する基本的な構造のひとつは膜構造である。生体膜は主に脂質とタンパク質から
 構成されるが,構成要素自身である分子が膜面上を運動する流動的な構造である。その流動性は生物の
 機能の発現に関わっており生物物理学の興味の対象である。生体膜の流動性を測定する方法として蛍光
 異方性があるが,これは膜に蛍光色素を入れ発光の偏光度を測定することにより,偏光度が色素分子の
 回転拡散の速さを反映することを利用して,色素の置かれた環境である生体膜の流動性を得る手法であ
 る。ところが通常広く行なわれている蛍光分光器を用いた測定は,巨視的な測定であるため原理的に蛍
 光異方性の空間平均値しか求まらず,細胞内部の分布や個々の細胞間での相違を論じることができない。
 顕微鏡の導入
 そこで著者は通常の落射型蛍光顕微鏡に自由に回転する偏光子を2つ組み合わた蛍光偏光イメージング
 システムを作成した。顕微鏡下での偏光測定は蛍光分光器での測定とは大きく異なり,色素の配向性を
 問題にしなければならない。この問題に対しFushimiら(Blo沖ys.」.1990.)は蛍光像をあらゆる励起方位に関
 して平均化することにより,励起方位に依存しない蛍光異方性画像を計算した。著者も当初この平均化
 の方法を用いていたが,この方法には次のような問題点があった。
 1.配向性を消去している,またそのために多数回の測定をしている。
 2.装置の偏光特性をそれぞれの方位について求めて結果を補正しているので解析が繁雑になる。
 一般的な偏光の理論の導入
 そこで著者は一般的な偏光の理論を用いて試料の完全な偏光応答を測定するMueller行列の方法を考え
 出した。この方法では励起光と発光の偏極状態をStokesベクトルで記述し,試料の応答をMueller行列で記
 述する。Stokesベクトルは部分偏極状態を含むあらゆる光の偏極状態を記述できる4成分実ベクトルであ
 り,Mueller行列はS重okesベクトルの1次変換を表現する4×4実行列である。試料のMueller行列を測定する
 には線形独立な4つの偏光で励起し,そのそれぞれに対する発光について線形独立な4つの偏極状態の検
 光を行なう。原理的にはこの計16回の測定強度から行列演算により睡ueller行列が計算される。この
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 Mueller行列の方法には次のような利点がある。
 !.一度試料のMueller行列が求まると,あらゆる偏光応答を計算により求めることができる。
 2.蛍光色素を入れた生体膜への応用では,色素の運動性の情報である蛍光異方性だけでなく,色素
 の膜面に対する平均的な配向性の情報も得られる。
 3、測定系に偏光特性を持つ光学部品(例えばダイクロイックミラー)が入っても,それらのMueller行列
 をあらかじめ測定しておけば,試料単独のMueller行列を行列演算で計算することができる。
実験
 蛍光現象は自然光と円偏光を区別しないため,蛍光試料のMueller行列は3×3行列で書くことができる。
 それを踏まえて著者は3×3行列を測定する系で理論を検証する測定を行なった。まず,蛍光顕微鏡の構
 成部品のMueller行列を分光光度計で測定した。その結果,落射蛍光法でのキーデバイスであるダイクロ
 イックミラーには特に分離波長付近で大きな偏光特性があることがわかった。次に,DPPCリボソームに
 種々の蛍光色素(Peryle“e.DPH,Rh-DPPE)を入れMuellcr行列測定を行ない,蛍光異方性および色素の配向
 性を画像として求めた。色素の発光モーメントの平均的な配向方向はPerylene,DPBでは膜面に対しほぼ
 垂直であり,Rh-DPPEではほぼ平行であるという結果が得られた。
 また測定結果から蛍光異方性の値が試料の複屈折性の影響を受けることが分かった。これは分光器の
 測定でも起きていることであるが,複屈折性があると円偏光が生じ,見掛け上偏光解消が大きくなった
 ように見える。落射蛍光顕微鏡では,ダイクロイックミラーの偏光特性の影響で,試料の複屈折性が見
 掛け上の空間分布として現れた。
課題
 応用面での課題は,Mueller行列の方法を細胞の測定に適用することである。Muelier行列の方法では,
 色素の運動性(蛍光異方性)と色素の配向性の情報が同時に得られるため,新たな区別が可能になる。また
 蛍光色素の種類を選ばないため,広い応用が可能である。
 測定方法の課題としては,試料の複屈折性の扱いがまだ完全ではなく,偏光子のみを用いた3×3行列
 の測定結果を複屈折性を考慮して解析する計算方法を作ることが課題である。またもうひとつの方向と
 して,偏光子とリターダを用いて複屈折性も直接的に測定できる4×4あるいは4×3行列の測定系を作る
 ことが課題である。
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 論文審査の結果の要旨
 この研究は蛍光偏光解消の方法を用いて,生体膜の流動物性を顕微鏡下にイメージングする装置を偏
 光の理論的な考察に基づいて製作することを目的としている。細胞は水中で脂質分子が集合して形成し
 た脂質二重層膜に蛋白質が組み込まれた生体膜で構築されており,主要な生物機能もこの生体膜上で行
 われている。生体膜を構成する脂質分子は側方拡散,回転拡散,フリップフロップなどの分子運動をし
 ており,蛍光プローブを用いて,その偏光解消から膜流動性が測定される。この測定を顕微鏡下で行え
 ば細胞内での膜流動性の分布や細胞間の相異を調べることができる。既に,顕微鏡下の測定に導入され
 ているが,測定法に伴う異方性を除くための平均化が配向情報を消去するなど問題点が多い。そこで,
 一般的な偏光の理論を用いて,励起光と発光の偏極状態をStokesベクトルで記述し,試料の応答をStokes
 ベクトルの一次変換を表現する4×4実行列のMueller行列で記述する方法を導入した。この方法では一
 度,試料のMueller行列を求めれば,あらゆる偏光応答を計算で求めることができる利点がある。しかし,
 落射蛍光顕微鏡装置にこのシステムを組み入れたときには顕微鏡の光学部品の偏光特性を知る必要があ
 る。これらの偏光特性を調べるために用いる分光光度計,蛍光分光光度計には未知の偏光特性があるが,
 BlankのMuller行列は単位行列となることを用いて,これらの分光器の偏光特性を求めることに成功して
 いる。さらに,顕微鏡の光学部品の偏光特性もMuUer行列として求め,装置を完成させた。実験では,蛍
 光現象が,自然光と円偏光とを区別しないことから3×3行列の測定を人工膜系に導入した数種の蛍光
 色素について行った。その結果,それぞれの偏光解消度の顕微鏡画像が得られたのと伴に,蛍光色素の
 配向についても,PeryleneとDPHは膜面にほぼ垂直であり,Rhodamin-DPPEは膜面にほぼ平行である画像
 データが求められた。Mue11er行列の方法は色素の運動性と配向性の情報が同時に取得でき,蛍光色素の
 種類を選ばないので,今後の生体膜,細胞の物性のイメージング研究に広く応用されると期待できる。
 これは著者が自立して研究活動を行うに必要な高度な研究能力と学識を示している。したがって,後藤
 晃提出の論文は博士(理学)の学位論文として合格と認める。
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